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(54) Title: RECOMBINANT ADENOVIRAL VECTORS COMPRISING A SPLICING SEQUENCE 

(54) litre: VECTEMtfS ADENOVIRALS RECOMBINANTS COMPRENANT UNE SEQUENCE D'EPISSAGE 

(57) Abstract 

11k- invention concerns a recombinant adenoviral vector driving from an adenovirus genome at least b> deleting all or part of the 
El region, said adenoviral vector comprising an expression cassette of a gene of interest placed under the control of elements necessary 
lor its expression in a host evil or a host organism, said elements required for its expression including at least a splicing sequence. The 
invention is characterised in that said splicing sequence is derived from a eukaryotic nuclear gene selected among the ovalbumen genes, 
o or .^glohine. collagen and factor VIII of mammals or a synthetic splicing seu nee. 'Hie invention also concerns a host cell and an 
infectious viral panicle comprising such a vector, a method for preparing such a panicle and their therapeutic or prophylactic use. The 
invention further concerns a pharmaceutical composition containing said adenoviral vector, said host cell or said viral panicle. 

(57) Ahrege 

I .a presente invention a pour objet un vecteur adenoviral recombinant derivant du genome d un adenovirus au moins par delation de 
tout ou panic tie la region El. ledii vecteur adenoviral component une cassette d 'expression d*un gene d'interci place sous le controle des 
elements necessaires a son expression dans une cellule hdte ou un organisme note, levdits elements necessaires a Eexpression comprennani 
au moms une sequence d'epissage. caractehse en ce que ladite sequence d'epissage derive J*un gene nucieaire eucarvote sclectionnc* pamii 
les genes ovalhumine. o ou /^-globine, collagenc et facteur VIII de mammifcrcs cu d'une sequence d'epissage synthetique. File conceme 
egalement une cellule hole et une particule virale infectieuse comprenant un tel vecteur. un procede de preparation d une telle panicule 
ainsi que leur utilisation a des fins thcrapcutiqucs ou prophylactiques. Entin elle a trait a une composition phumiaceutique renfennant ledit 
vecteur adenoviral, ladite cellule ou ladite panicule virale. 
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vecteurs ndcnovirnux recombinants comprcnant une sequence 

d'epissage 

La presente invention concerne des vecteurs adenoviraux comportant une 
cassette d'exprcssion d'un gene d'interet place sous le controle des elements 
5 necessaires a son expression et comprenant des sequences d'epissage. Leur 
presence pcrmet d'augmenter sensiblement Tcxpression du gene thcrapcutique dans 
une cellule ou un organisme hote. Elle a egalement pour objet Ics cellules et les 
particulcs virales infectieuses contenant ces nouveaux vecteurs ainsi qu'une 
methode pour les preparer. L'invention presente un interet tout paniculier pour des 

1 0 perspectives dc therapie genique, notamment chez 1'homme 

La therapie genique se definit comme le transfert d'informaiion genetique 
dans une cellule ou un organisme hote. Le premier protocole applique a l'hommc 
a ete ini'ic aux Etats-Unis en septembre 1990 sur un patient genetiquement 
immunodeficient en raison d'une mutation affectant le gene codant pour I' Adenine 

15 Desaminase (ADA). Le succes relatif de cette premiere experimentation a 
encourage le developpement de cette tcchnologie pour diverses maladies aussi bicn 
genitiqucs (dans le but de corriger le dysfonctionncment d'un gene defectueux) 
qu'acquises (maladies infectieuses, cancers...). A l'heure actuclle, la majoritc des 
protocoles mettent en oeuvre des vecteurs retroviraux pour transferer et cxprimer 

20 le gene therapeutique dans les cellules a trailer. Cependant, outre leur capacite 
restreinte de clonage, ils prcscntent deux inconvenients majeurs qui limitent leur 
utilisation systematique : d'une part t ils infectcm majoritairemem les cellules en 
division et d'autre pan, du fait de leur integration au hasard dans It genome dc la 
cellule hote, le risque de mutagenese insertionnelle n'est pas negligcable. Cest 

25 pourquoi, de nombreuses equipes scientifiques se sont attachees a developper 
d*autres types de vecteurs, parmi lesqueis les adenovirus. 

Mis en evidence dans de nombreuses especes animales, les adenovirus sont 
peu pathogenes, non integratifs et se repliquent aussi bien dans les cellules en 
division que quiescentes. Dc plus, ils presentent un large spectre d'hote et sont 

30 capables d'infecter un grand nombre de types cellulaires, notamment les cellules 
epitheliales, endoiheliaies, les myocytes, les hepatocytes, les cellules nerveuses et 
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ics synoviocytes. En outre, ils posscdcnt un tropisme naturel pour ies voies 
respiratoires. Ccs proprietes particulieres font des adenovirus des vecteurs de 
choix pour de nombrcuses applications therapeutiques et meme vaccinales. 

D'une maniere generate, le genome adenoviral est constituc d'une molecule 
d'ADN lineaire et bicatcnaire ct d'environ 36 kb portant plus d'une trcntaine de 
genes codant pour Ics proteines virales et a scs cxtremitcs deux repetitions 
inversees (designees ITR pour Inverted Terminal Repeal) ct la region 
d'encapsidation. Les genes precoces neccssaires a la replication virale sont repartis 
en 4 regions dispersces dans le genome (El a E4 ; E pour early en anglais) 
comportant 6 unites transcriptionnclles munics de leur propre promoteur. Les 
genes tardifs (LI a L5 ; L pour late signifiant tardif en anglais) codant pour les 
proteines de structure, recouvrent en partie les unites de transcription precoces et 
sont, pour la plupart, transcrits a partir du promoteur majeur tardif MLP (pour 
Major Late Promoter en anglais) (voir Figure 1). 

Les vecteurs adenoviraux actucllement utilises dans les protocoles de 
therapie genique sont des vecteurs dits de premiere generation depourvus de la 
majeure partie de la region El esscntielle a la replication, afin d'evitcr leur 
dissemination dans renvironnement et l'organisme hote. La deletion de la region 
E3 non essentielle permet d'accroitre leur capacite de clonage. Les genes d'intcret 
sont introduits dans I'ADN viral a la place de Tune ou Tautre region dcletce. Ces 
vims d^fectifs pour la replication peuvent etre propages dans une lignee ccllulaire 
complementant la fonction El. On utilise couramment la lignee 293, etablie a 
partir de cellules de rein embryonnaire humain (Graham et al., 1977, J. Gen. Virol. 
36, 59-72). La deletion de la region E3 non esscntielle ne necessitc pas de 
complementation particuliere. Si la faisabilite du transfcrt de genes en utilisant ces 
vecteurs de premiere generation est maintenant bien etablie, la question de leur 
innocuite reste posce. Outre les aspects de securite (risque de generer des 
particules competentcs pour la replication), se pose le problemc de leur toxicite. 
En effet, les premiers essais cliniques ont mis en evidence Tinduction de reponses 
inflammatoires dues a Texpression des genes viraux chez Thote s*opposant a la 
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pcrsistance des cellules transduites et a l'expression du transgene. Ces 
inconvenients lies a la stimulation du systcme immunitaire dc l'hdte par les 
epitopes adenoviraux ont justifie la construction de virus de nouvelles generations. 
La conception d'un vecteur adenoviral repose d'une part sur 1c squelette 
5 viral et, d'autre part, sur la cassette d'expression du gene therapeutique associc a 
des elements de regulation pcrmettant une expression optimale dans la cellule 
hole. Sur le premier point, les vecteurs adenoviraux de seconde generation 
conservent les regions en cis ITRs et sequences d'encapsidation et component des 
deletions intemes importantes visant a supprimer ressentiel des genes viraux dont 

10 l'expression in vivo n'est pas souhaitable (voir la demande internationale 
W094/28152). Leur propagation est assuree par Tintcrmcdiairc d'un virus 
auxilliaire ou de lignees cellulaires complementant les fonctions defectives. Par 
exemple, on utilisera unc lignee derivee de la 293 ct exprimant les sequences 
adenovirals codant pour les proteines essentiellcs de E4 pour complementer un 

1 5 vecteur de seconde generation dont le squelette genomique est delete des regions 
E1,E3 et E4. 

Pour ce qui est de la cassette d'expression, cellc-ci comprend generalcmcnt 
cn 5' une region promotrice dirigeant la transcription du gene situe a sa suite et, 
evcntuellement en 3\ une sequence de polyadenylation (polyA) qui contribue 

20 notamment a stabiliser le messagcr transcrit. Des elements additionnels peuvent 
dans certains contextes ameliorer l'expression. L'effet positif des sequences 
introniques sur l'expression genique a deja etc reporte in vitro (Duchman et Berg, 
1988, Mol. Cell. Biol. 5, 4395-4405 ; Huang et Gorman, 1990, Nucleic Acid Res. 
18, 937-947), in vivo dans les animaux transgeniques (Brinster et al., 1988, Proc 

25 Natl. Acad. Sci. USA 85, 836-840) et plus recemment dans un contcxte vecteur 
adenoviral de premiere generation (Connelly et al., 1996, Human Gene Therapy 
7, 1 83-195).. Cc document demontre que les souris traitees par un adenovirus 
delete des regions El et E3 et exprimant le facteur VIII humain produisent des 
niveaux 3 a 13 fois plus eleves de facteur VIII serique lorsque TADN 

30 complementairc FVIII comporte des sequences d epissagc. 
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La presente invention a pour but dc mcttre a la disposition du public dcs 
vecteurs adenoviraux plus cfficaces du point de vue de I'expression du gene 
therapeutique pemscttant ainsi de rcduire lcs doses de vecteurs et d'ampiificr Feffet 
therapeutique. On a maintenant montre que la presence de sequences d'epissage 
au sein du gene d'interet est benefique voire indispensable pour obtenir son 
expression. Cette observation est particulierement vraie dans un contcxte vccteur 
adenoviral de seconde generation ou les niveaux d'cxprcssion dcs genes 
therapeutiques facteur IX (FIX) canin et interleukine-2 (IL-2) humaine, sont 
amplifies d'un facteur 20 h 150 lorsque la cassette d'exprcssion inclut lesdites 
sequences d'epissage. Avec un vecteur de premiere generation, le facteur 
d'amplification reste significatif (2 a 3). Cette amelioration importante de 
I'expression genique est inanendue et ne pouvait etre deduitc de I'etat de la 
technique. 

Cest pourquoi la presente invention a pour objet un vecteur adenoviral 
derivant du genome d'un adenovirus par deletion d'au moins tout ou partie de la 
region El f ledit vecteur adenoviral comportant une cassette ^expression d'un gene 
d'interet place sous le controle des elements necessaires a son expression dans une 
cellule bote ou un organisme hote, lesdits elements necessaires a I'expression 
comprennant au moins une sequence d'epissage, caracterise en ce que ladite 
sequence d'epissage derive d'un gene nucleaire eucar>'ote ^'"Icctionne parmi les 
genes ovalbumine, a ou P-globinc, collagene et facteur VIII de mammifercs ou 
d*une sequence d'epissage synthetique. 

Au sens de la presente invention, le terme vecteur adenoviral designe un 
adenovirus defectif pour la replication (incapable de replication autonome dans 
une cellule hote) en Tabsence de toute complementation. Le vecteur selon 
I' invention est modifie par rapport a ladenovirus parental au moins dans la region 
El par deletion totale ou partielle de cette derniere. Selon un mode de realisation 
avantageux, en outre Tune au moins des regions selectionnees parmi E2, E4 f LI, 
L2. L3 f L4 et L5 est non fonctionneile. La non fonctionnalite peut etre obtenuc par 
deletion totale ou partielle d'une ou plusieurs des regions concernees ou par 
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introduction de mutation(s) (deletion, addition et/ou substitution d'un ou plusieurs^^^ ;|* 
nucleotides) rendant le gene adcnpviral mute defectif. Ces modifications pcuvcnt;;._ ^< 
toucher les sequences codantes du genome viral ou non codantes, notamment les ' 
regions promotrices. Pour illustrer ces modes dc realisation, on peut citer la 
5 mutation thermosensible affectant le gene DBP (pour DN'A Binding Protein en 

anglais) dc la region E2A (Ensinger et a!., 1972, J. Virol. 10, 328-339). Une :W 
deletion partielle peut cor.sister en Telimination de la region E4 a I'exception des 
sequences codant pour les cadres de lecture ouverts (ORF) 6 et 7, qui ne 
necessitent pas de complementation de la fonction E4 (Ketner et al., 1989, Nucleic ^|| 




10 Acids Res. 17. 3037-3048). Une deletion ;o::ile de E4 couvre l'unite- ^fir 
transcriptionnelle complete. 

On indique qu'un vecteur adenoviral scion l'invention conserve les regions ,■; 
en cis du genome adenoviral a savoir les repetitions inversees tenninales (ITR) et ?- 
la region d'encapsidation. Leur longueur et sequence nucleotidique peuvent varier 2 

1 5 d'un serotype a l'autre. Cependant, elles peuvent etre aiscment isolees a partir des 
donnees de la litterature. A titre indicatif, les 458 premiers nucleotides (nt) du 
genome de ['adenovirus dc type 5 (Ad5) portent 1'IRT 5' et la region 
d'encapsidation et les 103 derniers nt correspondent a TITR 3\ Avantageuscment, ^1 
le vecteur adenoviral selon l'invention comprend egalemcnt les sequences codant ;> ' 

20 pour la proteine pIX a moins qu'elles ne soient complcmentees par la lignee de ; S j 
production. Par ailleurs, il peut en outre etre depourvu dc tout ou partie de la *■'■&. 
region E3. Unc autre alternative consiste a conserver les sequences E3 codant pour \ 
les polypeptides permettant l'echappement au systeme immunitaire de Thole, f 7 ^ 
notamment la glycoproteine gpl9k (Gooding et al., 1990, Critical Review of 

25 Immunology 10, 53-71). Dans le cadre de la presente invention, on peut avoir. Jrjp? * 
recours aux vecteurs dits de secondc generation de I'etat de la technique (voir par ; r M 
excmple les dcmandes Internationales W094/281 52 et WO97/041 19). fl : &t§ 

Un vecteur adenoviral selon l'invention peut egalement etre modifie aux" ?P 
niveau des sequences codant pour les proteincs tardives, comme Thexon, le penton : 

30 ou la fibre afin de modifier Tinfectivite du virion par exemple pour cibler un type ;f 1 
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cellulaire paniculier (voir par exemple la demande fran^aise FR97 04747). 

Un vecteur adenoviral prefere selon ('invention est choisi parmi les 
suivants : 

(1) vecteur adenoviral depourvu de tout ou partie des regions El el E2 et, de 
5 maniere optionnelle, de tout ou partie de E3 t 

(2) vecteur adenoviral depourvu de tout ou partie des regions EI et E4 et, de 
maniere optionnelle, de tout ou partie de E3, 

(3) vecteur adenoviral depourvu de tout ou partie des regions El et E4 et, de 
maniere optionnelle. de tout ou partie de E3, et comportant unc mutation 

1 0 non fonctionnelle dans la region E2, et 

(4) vecteur adenoviral depourvu de tout ou partie des regions El , E2 et E4 et, 
de maniere optionnelle de tout ou partie de E3. 

(5) vecteur adenoviral depourvu de tout ou partie de la region El et, de 
maniere optionnelle de tout ou partie de E3. 

1 5 L'origine du vecteur adenoviral selon ('invention, peut etre variee aussi 

bien du point de vue de l'espece que du serotype. II peut deriver du genome d'un 
adenovirus d'origine humaine, canine, aviaire, bovine, murine, ovine, porcine ou 
simienne ou encore d'un hybridc comprenant des fragments de genome adenoviral 
de differentes origines. On peut citer plus paniculierement les adenovirus CAV-1 

20 ou CAV-2 d'origine canine, DAV d'origine aviaire ou encore Bad dc type 3 
d'origine bovine (Zakharchuk et al., Arch. Virol., 1993, 128: 171-176 ; Spibey et 
Cavanagh, J. Gen. Virol., 1989, 70: 165-172 ; Jouvenne et al., Gene, 1987, 60: 21- 
28 ; Mittal et al., J. Gen. Virol., 1995, 76: 93-102). Cependant, on preferera un 
vecteur adenoviral d'origine humaine derivant de preference d'un adenovirus de 

25 serotype C, notamment de type 2 ou 5. Par ailleurs, le vecteur adenoviral selon la 
presente invention peut ctre cenere in vitro dans Escherichia coli (E. colij par les 
techniques de biologie moleculaire ou encore par recombinaison homologue (voir 
par exemple la demande intcmationale WO96/17070). 

Comme indique precedemment, le vecteur adenoviral selon {'invention est 

30 recombinant et comporte au moins une cassette d'expression d'un gene d interet 



PCT/FR9S/01105 



place sous ie contrdle des elements necessaircs a son expression dans une cellule 
hote ou un organisme hole. Preferentiellement, elle est inseree dans le vecteur 
adenoviral selon l'invention en remplacement d'une des regions dcietees, 
notamment de El. Dans lc cas ou Ton met c-n oeuvre plusieurs cassenes 
^expression, elles peuvent etre inserees au mcme endroit ou a des endroits 
differents du genome viral, utiliser les memes elements de regulation ou des 
elements differents et, eventuellement, etre en orientation reverse les unes par 
rapport aux autres afin de minimiser les phenomenes ^interference au niveau de 
1'cxpression genique. 

La caracteristique essentielle de Tune au moins des cassenes ^expression 
mises en oeuvre dans le cadre de la presente invention, est de comprendre au 
moins une sequence d'epissage. Le terme "sequence d'epissage" designs une 
sequence habituellement active dans I'cpissage d'une sequence intervenantc (ivs) 
situee entre deux points d'epissage, presente dans un gene nucleaire entre deux 
exons et absente de TARN messager (ARNm) conespondant. Les exons sont les 
segments de sequence qui constituent I'ARNm. lis peuvent etre codants ou non- 
codants, notamment ceux localises aux extremites 5' et 3'. Les points d cpissage 
representent les points frontieres entre exon et ivs, le point donneur etant au debut 
de Tivs et le point accepteur a la fin. Ladite sequence d'epissage comprend au 
moins les sequences situees directemcnt en 3' du point donneur et en 5' du point 
accepteur d'epissage et eventuellement une sequence de taille quelconque les 
separant- Elle peut egalement comporter a Tune ou Tautre ou ses deux extremites 
des sequences supplemental. On mettra de preference en oeuvre des sequences 
exoniques, non codantes, intervenant dircctement dans le processus d'epissage et 
comprenant les sequences directement en 5' du point donneur et en 3' du point 
donneur d'epissage. Ce mode de realisation est particulierement avantageux avec 
un gene d'interet de type ADN complementaire (ADNc). Les sequences 
intervenant directement dans lepissage (sites d'epissage recouvrant la jonction 
exon-ivs) sont relativement bien conservees dans revolution et les consensus 
divuieues dans la plupart des ouvra^es de base traitam de I'expression des genes 
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eucaryotes (par exemplc dans Watson et al., 1989. in Molecular Biology of the 
Gene, 4 ed, p 683-742 f Benjamin/Cummings Publishing Company Inc., Menlo 
Park, Califomie). Notamment, les sequences GT et AG situees respectivement en 
aval et en amont des points d'epissage 5' (donneur) et 3 f (accepteur) sont quasi 
5 invariables. 

II est connu que de nombreux genes eucaryotes sont consumes par une 
succession d'exons et d'introns. Dans le cadre de la presente invention, on a 
recours a une sequence d'epissage derivant d'un gene nucleaire transcrit par une 
ARN polymerase II selectionne panni les genes ovalbumine, a et P-globine, 
10 collagene et facteur VIII de mammiferes ou d une sequence d'epissage 
synthetique. Les sequences d'epissage susceptibles d'etre mis en oeuvre dans la 
presente invention peuvent avoir des longueurs et des sequences bien differentes. 
lis peut s'agir d'une sequence d'epissage native telle que trouvee dans la nature. On 
peut aussi employer une sequence d'epissage modifiee, notamment par la 
1 5 suppression d'une ou plusieurs sequences non actives dans le processus d'epissage, 
dans le but de reduire sa taille ou d'eliminer des sequences repetees pouvant 
conduire a des phenomenes de recombinaison ou des sequences de regulation 
susceptibles de perturber l'expression du gene d'interet. On peut envisage: 
d'utiiiser une sequence d'epissage chimere formee de sequences d'origines 
20 diverses. Pour illustrer cet aspect, 1'intron chimere peut etre forme des parties 5' 
et 3' de deux introns differents ou etre muni d'un site donneur d'epissage et/ou d'un 
site accepteur d'epissage heterologue. II est egalement possible d'avoir recours a 
une sequence d'epissage synthetique con^u a partir des sites d'epissage consensus. 
Une sequence d'epissage preferee selon l'invention derive du second intron du 
25 gene P-globine de lapin (Green et al., 1988, Nucleic Acid Res. 7*5, 369 ; 
Karasuyama et al., 1988, Eur. J. Immunol. 75, 97-104 ; Karasuyama et al., 1989, 
J. Exp. Med. 169, 13-25), ou de celle trouvee dans le plasmide pCI (Promega 
Corp, pCI mammalian expression vector El 731) comprenant le site donneur 
d'epissage de Tintron 1 du gene p-globine hurnaine ainsi que le point de 
30 branchement et le site accepteur d'epissage du gene d'une immunoglobine de 
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De maniere preferee. un.vecteur adenoviral selon i'invention comprend 
une sequence d'epissage homologue ou identique a tout ou panie de la sequence 
representee a I'identificateur de sequence IDS 1 ou 2. Par homologue, on entend 

5 une identite de sequence entre la sequence en usage dans la presente invention et 
celie reportee dans Tun ou Tautre des IDS d'au moins 70 %, avantageusement 
d'au moins 80 %, de preference d'au moins 90 % et, de maniere tout a fait preferee 
d'au moins 95%. L'idemite de sequence signifie 100 % d'identite et « sensiblement 
telle » destgne une identite de sequence d'au moins 95 % Une panie comprend 

10 au moins 17 nt continus. Un vecteur adenoviral selon ['invention comprenan: une 
sequence d'epissage sensiblement telle que representee a ridemitlcateur de 
sequence IDS I ou 2 convient tout paniculierement 

Conformemems aux buts poursuivis par la presente invention, la cassette 
depression peut comporter une ou plusieurs sequences d'epissage inserees au sein 

15 dun ou plusieurs genes d'interet de type genomique. minigene (type mixte entre 
genomique et ADN r c) ou encore ADNc (depourvu d'intron) pones par ladi:e 
cassette. Le site d'insenion preferentiel de la sequence d'epissage au sein du gene 
d'interet esi entre le premier exon et le second exon Lcrsque le gene d intere: es: 
de type ADNc, on aura de preference recours a une sequence d'epissage mume de 

20 counes sequences exoniques pouvani etre tnseree en 5' ou en 3* de I'ADNc Le 
gene d'interet peut etre homologue ou heterologue a !a cellule hote et coder pour 
un ARN antisens, un ribozyme ou un polypeptide d'interet de localisation nucleaire. 
cytopiasrnique, membranaire ou secrete. II peut s'agir d un polypeptide natif tei que 
trouve dans la nature, dun fragment fonctionnel, d un mutant presentaru des 

25 proprietes biologiques ameiiorees et/ou modifiees ou encore dune chimere 
provenant de la fusion de sequences d'origines diverses Le gene d'interet peut etre 
ob*::.u par synthese chimicue ou par clonage (criblage de banque d'ADN a l aide 
de sondes appropriees, PCR .) et peut etre modifie par !es techniques 
conventionnelles de biologie moieculaire 

30 Dans le cadre de la presente invention, il peut etre avantageux d'utiiiser un 

gene d'interet codant pour une cytokine (interteron a, 0 ou y, interieukme (IL), 
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noiamment TIL-2, HL-6, TIL- 10 ou encore l'IL- 1 2, un facteur n«ro^t ; *dcs^^ 

tumeurs (TNT), un facteur siimulateur de colonies (GM-CSF, C-CSF, M-CSFl!}!^ 

- . ■•■-v- ; 'M^ 

un recepteur cellulaire (notarr.ment reconnu par le virus HIV), un Iigand 'derSf^ 

recepteur, un facteur de coagulation, un facteur de croissance (FGF pour ; ^ 

5 Fibroblast Growth Factor, VEGF pour Vasculau Endothelial Growth Factor...)* vT 

une enzyme (urease, renine, thrombins metalloproteinase, NOS pour Nitric Oxide 

synthetase, SOD, catalasc....), un inhibiteur d'enzyme (al-antitrypsine, 

antithrombine HI, inhibiteur de protease virale, PAI-l pour plasminogen activator 

inhibitor...), un antigene du complexe majeur d'histocompatibUite de classe I ou ; > 

10 II ou un polypeptide agissant sur I'expression des ccnes correspondants. unV T 
polypeptide capable d'inhiber une infection virale, bacterienne ou parasitaire ou ^ /*. 
son developpement, un polypeptide agissant positivement ou negativement sur 
Tapoptose (Bax, Bcl2, BcIX...), un agent cyrostatique (p21, pI6, Rb...), une 
apolipoproteine (ApoAl, ApoAlV, ApoE...), un inhibiteur d'angiogenese 

1 5 (angiostatine, endostatine...), un marqueur (p-galactosidase, luciferase....) ou tout 
autre gene d'interet ayant un effet therapeutique pour {'affection cibtee. 

Plus precisemrnent. dans le but de trailer un cysfonctionnemen: hereditaire, 
on utilisera une copie fonctionnelle du gene defecrueux, par exemple un gene 
codant pour le facteur VIII ou IX dans le cadre de I'hemophilie A ou B. Ia 

20 dystrophine dans le cadre des myopathies de Duchenne e: Becker, I'insuline dans 
le cadre du diabete, !a proteine CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane 
Conductance Regulator) dans le cadre de la mucoviscidose. S'agissant d'inhiber 
Pinitiation ou la progression de tumeurs ou cancers, on mettra de preference en 
oeuvre un gene d'interet codani pour un ARN anti-sens, un ribozyme, un produit 

25 cytotoxique (thymidine kinase de virus simplex de Thenars 1 (TK-HSV-l), ricine, 

toxine cholerique, diphterique, produit depression des genes de levure FCY1 et ^ 
FUR I codant pour Turacilc phosphoribosyl transferase et la cytosmejCV 

desaminase ), un amicorps, un inhibiteur de la division cellulaire ou des signaax 't* 

de transduction, un produit d expression d'un gene suppresseur de tumeur (p53, 

30 Rb, p73....) t un polypeptide siimulateur du systeme immunitaire, un anticene 
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associe a unc tumeur (MUC-1, BRCA-1, antigenes precoccs ou tardifs (E6, E7, 
LI, L2...) d'un virus a papillome HPV....), eventuellement cn combinaison avcc 
un gene dc cytokine. Enfin, dans le cadre d'une therapie anti-HIV, on peut avoir 
recours a un gene codant pour un polypeptide immunoprotecteur, un epitope 
5 antigcnique, un anticorps (2F5; Buchacher et al. t 1992, Vaccines 92, 191-195), le 
domaine cxtracellulaire du reccpteur CD4 (sCD4 ; Traunecker et al., 19S8, Nature 
3 31. 84-86) une immunoadhcsine (par exemple un hybride CD4-immunoglobuline 
IgG; Capon ctal., 1989, Nature 337, 525-531 ;ByrnetaI., 1 990, Nature 344, 667- 
670), une immunotoxine (par exemple fusion de 1'anticorps 2F5 ou de 

10 rimmunoadhecine CD4-2F5 a 1'angiogenine ; Kurachi et al., 1985, Biochemistr>' 
24. 5494-5499), un variant trans-dominant, un produit cytotoxique tel que Tun de 
ceux mentionne ci-dessus ou encore un IFNcc ou p. 

Par aillcurs, la cassette d'exprcssion en usage dans la prescnte invention 
peut cgalement comprcndre un gene de selection permettant de selectionner ou 

15 identifier les cellules transfectees. On peut citcr les genes mo (codant pour la 
ncomycine phosphotransferase) conferant une resistance a l'antibiotique G418, 
dhfr (Dihydrofolate Reductase), CAT (Chloramphenicol Acetyl transferase), pac 
(Puromycine Acetyl-Transferase) ou encore gpt (Xanthine Guanine 
Phosphoribosyl Transferase). D'une manierc generale, les genes de selection sont 

20 connus de l'homme de i'art. 

La locution "elements necessaircs a l'expression" dcsigne les elements 
gcnetiques permettant la transcription d'un gene d'interct en ARN et la traduction 
d'un ARNm cn polypeptide. Parmi ceux-ci, le promoteur revet une importance 
paniculiere. II peut etre isole d'un gene quelconque d'origine eucaryote ou meme 

25 virale et peut etre constitutif ou regulable. Altemativcmcnt, il peut s'agir du 
promoteur naturel du gene en question. Par ailleuis, il peut etre modifie de 
mamere a ameliorcr l activite promotrice, supprimcr une region inhibitrice de la 
transcription, rendre un promoteur constitutif regulable ou vice versa, introduire 
un site dc restriction.... On peut mentionner, a titrc d'cxemples, les promoteurs 

30 viraux CMV (Cytomegalovirus), RSV (Rous Sarcoma Vims), du gene TK du 
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virus HSV-1, precoce du virus SV40 (Simian Virus 40), adenoviral d'un gene 
precoce ou tardif (El A, MLP...) ou encore les promoteurs eucaryotes des genes 
PGK (Phospho Glycerate kinase), MT (metallothioneine), al-antitrypsinc, CFTR, 
surfactant (poumon-specifique), immunoglobuline (lymphocyte-specifiquc), actine 
5 (muscle-specifique) ou encore SRa (hybride entre I'origine de SV40 et le LTR de 
HTLV-I ; Takebe et al., 1988, Mol. Cell. Biol. 5, 466-472). II pcut egalcment 
s'agir d'un promoteur stimulant l'expression dans une cellule tumorale ou 
cancereuse. On peut citer notammcnt les promoteurs des genes MUC-1 
surexprime dans les cancers du sein et de la prostate (Chen et al., 1995, J. Clin. 

10 Invest. 96, 2775-2782), CEA (pour carcinoma embryonic antigen) surexprime 
dans les cancers du colon (Schrewe et al.. 1990, Mol. Cell. Biol. 10. 273S-274S), 
tyrosinose surexprime dans les melanomes (Vile et al., 1993, Cancer Res. 53 % 
3860-3S64), ERB-2 surexprime dans les cancers du sein et du pancreas (Harris et 
aL, 1994, Gene Therapy /, 170-175) et a-fetoprotcine surexprimce dans les 

15 cancers du foie (Kanai et al., 1997, Cancer Res. 57, 461-465). Le promoteur 
precoce du Cytomegalovirus (CMV) est tout particulierement prefere. 

Lorsque la cassette dexpression en usage dans la prescnte invention 
comprend plusicurs genes d'interet, ceux-ci peuvent etre places sous le controlc 
des memes elements genetiques (cassette polycistronique utilisant un site interne 

20 d'initiation de la traduction de type IRES pour reinitier la traduction du second 
cistron) ou d'elemcnts independants. 

0 

Bien entendu, la cassette peut en outre comprendre des elements 
additionnels ameliorant l'expression du gene d'interet (sequence signal, sequence 
de localisation nucleaire, sequence de polyadenylation, IRES, leader tripartite....) 
25 ou encore Ic maintien dans la cellule hote (origine de replication ...). De tels 
elements sont connus de 1'homme de Tart. Une sequence de polyadenylation 
preferee derive du virus SV40 ou encore du gene P-globinc de lapin. 

Un mode de realisation particulierement avantagcux reside en un vecteur 
adenoviral dont le genome est delete des regions El, E3 et E4 dan^ lequel est 
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inseree a la place de la region El, une cassette d'cxpression comportant le 
promotcur CMV, la sequence d'epissage synthetique isolee du plasmidc pCI, 
l'ADNc codant pour l'IL-2 humaine et le poly A du virus SV40 (tel que pTG6215). 
Une autre variantc interessante est fournic par un vectcur adenoviral de squelettc 
5 genomique similaire (deletion El, E3 et E4) comprenant une cassette d'cxpression 
formee du promoteur RSV suivi des sequences d epissage comprenant I'intron 2 
du gene P-globine de lapin, de TADNc du facteur IX canin et du poly A du gene 
p-globine de lapin (tel que pTG9378). Un autre exemple prefere consiste en un 
vecteur ET E3* dans lequcl est inseree une cassette le promoteur CMV, l'intron 

1 0 synthetique de pCI, l'ADNc codant pour T1L-2 humaine suivi du polyA de S V40 
(tel que pTG6624). 

^invention a cgaiement trait a une particule virale infectieuse ainsi qua 
une cellule hote eucaryote comprenant un vecteur adenoviral selon 1'invcntion. 
Ladite cellule hote est avantageusement une cellule de mammiferc et, de 

15 preference, une cellule humaine et peut comprendre ledit vecteur sous forme 
integree ou non dans le genome. II peut s'agir dune cellule primaire ou tumorale 
d une origine hematopoietiquc (cellule souche totipotente, leucocyte, lymphocyte, 
monocyte ou macrophage ...), musculaire (cellule satellite, myocyte, myoblaste 
...), cardiaque, hepatique, pulmonaire, tracheale, epitheliale ou fibroblaste. Une 

20 particule virale infectieuse selon ['invention est preparee selon toute technique 
conventionnelle dans le domaine de Tart (Graham et Prevcct, 1901, supra). Plus 
precisemment, le vectcur adenoviral selon I'invention est propage dans une lignee 
de complementation capable de fournir en trans les fonctions defectueuses aftn de 
produire les polypeptides necessaires a la constitution des particules viiales 

25 infectieuses. On aura notamment recours aux lignees decrites dans les demandes 
intemationales W094/28152 et WO 97/041 19. On peut egalcment employer une 
lignee cellulaire appropriee, comme la lignee 293 pour complementer la fonction 
El (Graham et aL 1977, supra) ou A549-E1 (W094/28152). Pour une 
complementation multiple, il est egalement possible de mettre en ocuvrc un virus 



WO 98/55639 



PCT/FR98/01I05 



- 14 



auxiiliaire ou une lignee de complementation de Tetat de la technique (par 
cxemple Lusky et al., 1998, J. Virol 72, 2022-2033). 

L'invention concerne egalement un procede de preparation d'une particule 
virale infecticuse comprenant un vecteur adenoviral selon l'invention, selon 
5 lequel : 

(i) on introduit ledit vecteur adenoviral selon l'invention dans une 
cellule de complementation capable de complementer en trans 
ledit vecteur, de maniere a obtenir une cellule de complementation 
transferee, 

10 (ii) on cultive ladite cellule de complementation transferee dans des 

conditions appropriees pour permettre la production de ladite 
particule virale infectieuse, et 
(iii) on recupere ladite particule virale infectieuse dans la culture 
cellulaire. 

15 Bicn entendu, la particule virale infectieuse peut etre recupcree du 

sumagcant de culture mais egalement des cellules. Une des mcthodes couramment 
employee consiste a lyscr les cellules par des cycles consecutifs de 
congelation/decongtMation pour rccueillir les virions dans le sumagcant de lyse. 
Ceux-ci peuvent etre amplifies et purifies scion les techniques de Tart (procede 
20 chromatographique, ultracentrifugation notamment a travcrs un gradient de 
chlorure de cesium ...). 

L'invention a egalement pour objet une composition pharmaceutique 
comprenant a titre d'agent therapeutique ou prophylactique, un vecteur adenoviral, 
une particule virale infectieuse ou une cellule hote eucaryote selon l'invention en 
5 association avec un support acceptable d'un point de vue pharmaceutique. La 
composition scion l'invention est, en particulicr. destince au traitement preventif 
ou curatif de maladies genetiques (hemophilic, diabete, mucoviscidose, myopathic 
de Duchenne ou de Becker, maladies autoimmunes...), de cancers et tumeurs, de 
maladies virales (I'hepatite B ou C, S1DA, infections herpetiques....), de maladies 
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cardiovasculaires (restenoses.. .etc). 

Une composition pharmaceutique selon Tinvention peut etre fabriquee de 
manicre conventionnelle en vue d'unc administration par voie locale, parcnterale 
ou digestive. En particulier, on associe une quant ite therapcutiquement efficace 
5 de I'agent thcrapeutique ou prophylactique a un support acceptable d'un point de 
vue phannaceutique. Les voies d'administration envisageables sont multiples. On 
peut citer par exemple la voie intragastrique, sous-cutanee, intracardiaque, 
intramusculaire, intraveineuse, intraperitoneale, intratumorale, intranasals 
intrapulmonaire ou intratracheal^ Pour ces trois demiers modes de realisation, une 

10 administration par aerosol ou instillation est avantageuse. L'administration peut 
avoir lieu en dose unique ou repetee, une ou plusieurs fois apres un certain delai 
d'intcrvalle. La voie d'administration et le dosage appropries varient en fonction 
de divers parametres, par exemple, de 1'individu ou de la maladie a trailer ou 
encore du ou des gene(s) d'interct a transferer. En particulier, les particules virales 

1 5 selon 1'invention peuvent etre formulees sous forme de doses comprises cntre 10 4 
et 10 u ufp (unites formant des plages), avantageusement 10 s et 10 n ufp ct, de 
preference, 10 6 ct 10 l2 ufp. La formulation peut egalcment inclure un diluant, un 
adjuvant ou un excipicnt acceptable d'un point de vue pharmaceutique. Elle peut 
etre presentee sous forme liquide ou seche (lyophilisat...). 

20 Le vectcur ct les particules virales virale selon Tinvention peuvent etre 

eventuellemcnt associee a une ou plusieurs substances ameliorant Tcfficacite 
transfcctionnellc et/ou la stabilite. Ces substances sont largcment documcntees 
dans la litteraturc accessible a Thommc de Tart (voir par exemple Feigner et aL 
1987, Proc. West. Pharmacol. Soc. 52, 115-121 ; Hodgson et Solaiman, 1996, 

25 Nature Biotechnology /V, 339-342; Remy ct al., 1994, Bioconjugate Chemistry 
5, 647-654). A titre illustratif mais non limitatif, il peut s'agir de polym^res, de 
lipides notamment cationiqucs, de liposomes, de proteines nucleates ou encore 
de lipides ncutres. Ces substances peuvent etre utilisecs seules ou en combinaison. 
Enfin, la prescnte invention est relative a Tutilisation d'un vecteur adenoviral. 
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d'une particule virale infectieuse ou d'une cellule hote eucarycte selon 1'invention 
pour le transfer! d'un gene d'interet dans une cellule ou un organisme hote. Selon 
une premiere possibility le medicament peut etre administre directement in vivo 
(par exemple par injection intraveineuse, intramusculaire, dans une tumeur 
5 accessible, dans les poumons par aerosol...)- On peut egalement adopter I'approche 
ex vivo qui consiste a prelever des cellules du patient (cellules scuches de la 
moelle osseuse, lymphocytes du sang pcripherique ...), de les transfecter ou 
infccter in vitro selon les techniques de Tart et de les readminister au patient, 
[/utilisation preferee est pour la preparation d'un medicament destine au 

1 0 traitement du corps humain ou animal par therapic gcnique. 

Enfin la presente invention a egalement pour objet 1'utilisation d'un vecteur 
adenoviral selon I'invention, pour ameliorer 1'expression d'un gene d'interet d'un 
facteur au moins 20, avantageusement d'au moins 50 et, de preference d'au moins 
100 dans une cellule ou un organisme hote. Le niveau d'ameiioration peut etre 

15 facilement determine en comparant I'expression du gene d'interet en presence et 
en absence de ladite sequence d'epissage dans un contexte adenoviral donne. 

L'invention s'etend egalement a une methode de traitement selon laquelle on 
administre une quantite therapeutiquement efficacc d'un vecteur adenoviral, d'une 
particule virale ou d'une cellule hote eucaryote scion l invcntion a un patient ayant 

20 besoin d'un tel traitement. 

La Figure 1 est une representation schematiquc du genome de ('adenovirus humain 
de type 5 (represents en unites arbitrages de 0 a 100) indiquant Tcmplaccment des 
differents genes. 

25 

EXEMPLES 

La presente invention est illustree, sans pour autant etre limttcc, par les 
exemples suivants. 
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Les constructions decritcs ci-dessous sont realisees selon les techniques 
generates de genie gcnetique et de clonage moleculaire, detaillees dans Maniatis 
et al., (1989, Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, Laboratory Press, Cold 
Spring Harbor, NY) ou selon les recommandations du fabricant lorsqu'on utilise 
5 un kit commercial. Les etapes de recombinaison homologue sont de preference 
realisees dans lasouche E. coli BJ 5183 (Hanahan, 1983, J. Mol. Biol. 166, 557- 
580). S'agissant de la reparation des sites de restriction, la technique employee 
consiste en un remplissage des extremites 5' protuberantes a l'aide du grand 
fragment de l'ADN polymerase 1 d'E coli (Klenow). Les techniques 

1 0 d'amplification par PCR (Polymerase Chain Reaction) sont connues de rhomme, 
de Tart (voir par exemple PCR Protocols - A Guide to Methods and Applications, 
1990, edite par Innis, Gelfand, Sninsky et White, Academic Press Inc). Par 
ailleurs, les fragments de genome adenoviral employes dans les differentes 
constructions decrites ci-apres, sont indiques precisement scion lcur position dans 

1 5 la sequence nucleotidique du genome de l'Ad5 telle que divulguee dans la banquc 
de donnees Genebank sous la reference M73260. 

En ce qui concerne la biologie cellulaire, les cellules sont transferees ou 
transduites et cultivees selon les techniques standards bien connues de I'homme 
du metier. Dans les exemples qui suivent, on a rccours aux iicnees cellulaires 293 

20 (Graham et al, 1977, supra ; disponible a 1'ATCC sous la reference CRL1573), 
LCA-1 (corrcspondant au clone 560635-38 decrit a Texemple 3 de la demande 
WO94/041 19), A549 d'oricine epitheliale et derivant d'un carcinome pulmonaire 
(ATCC CCL-185) ct A549-E1 (exemple 6 de W094/28156). II est entendu que 
d'autres lignees cellulaires pcuvent ctre utilisees. On indiquc que la lignce A549- 

25 El est une lignee de complementation de la fonction adenoviral El obtenue par 
transfection d'un plasmide portant les sequences El dV\d5 (nt 505 a 4034) 
exprimees a partir du promotcur PGK. Les clones stables sclectionnes a la 
puromycine sont testes pour leur capacite de complementation et on selectionne 
le meillcur clone producteur (#73). 
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FXFMPLE 1 : Construction du vecteur adenoviral AdTG62 1 5 exprimant le 
gene de rinterlenkine 2 humaine. 

5 On isole du plasmide pCI (Promega) le fragment BgM-BamHl portant le 

promoteur CMV t la sequence d'epissage, un site multiple de clonage (MCS) et la 
sequence polyA du virus SV40, lequei est insere dans un plasmide conventionnel. 
Les sequences ADNc codant pour l'IL-2 humaine (Taniguchi et al., 1983, Nature 
302, 305-3 1 1 ) sont isolees sous forme d'un fragment Xfiol-EcoRl (eventuellement 

1 0 par PCR) et introduites au niveau du MCS. La cassette est donee en lieu et place 
de la region adenoviral El dans un vecteur de transfert adenoviral, pour donncr 
, pTG6601. Le vecteur de transfert comporte les nt I a 458 et 3329 a 6241 de TAd5 
dans un plasmide ppolyll. On genere pTG6215 par recombinaison homologue 
entre le fragment Pacl-BstEU isole de pTG6601 et le vecteur pTG8595 (Chartier 

15 et al., 1996, J. Virol. 70, 4805-4810) linearise par Clal Le vecteur adenoviral 
pTG6215 contient le genome Ad5 depourvu des regions El (nt 459 a 3327), E3 
(nt 28592 a 30470) et E4 (nt 32994 a 34998) et la cassette "promoteur CMV- 
sequence d'epissage de pCI-ADNc IL-2 et pA SV40" inseree a la place des 
sequences adenovirals El. 

20 A titre de temoin, on genere le vecteur pTG6692 en deletant les sequences 

d'epissage du bloc d'expression isole de pCI par digestion Psd et relieation. Le 
clonage de I'ADNc IL-2 et Tinsenion de la cassette M sans intron" au sein du 
genome adenoviral sont realises comme indique ci-dessus. 

Enfin, it est utile de comparer I'effet des sequences depissagc dans un 

25 contexte vecteur adenoviral de premiere generation. Pour cc faire, le vecteur 
pTG6624 est construct par recombinaison homologue entre le fragment Pad- 
Zfr/EII isole de pTG6601 et le vecteur pTG4656 linearise par Clal. Ce demier est 
equivalent a pTG8595 a la difference qu'il pone unc region E4 integre, de sorte 
que la constru tion finale pTG6624 correspond au genome Ad5 delete des regions 
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El (nt 459 a 3327) et E3 (nt 28592 a 30470) avec la cassette "promoteur CMV- 
sequence d'epissage de pCI-ADNc IL-2 et pA SV4(T inseree a la place de El . Le 
vecteur "sans intron" de premiere generation designe pTG6229, resulte de la 
deletion des sequences d'epissage par digestion Pstl et du clonage de la cassette 
5 sans intron dans le genome adenoviral par rccombinaison hornologuc avec le 
vecteur pTG4656. 

Les adenovirus AdTG6215 et AdTG6692 sont obtenus par transfection du 
fragment Pad isole des vecteurs c^rrespondants dans les cellules LCA1 par la 
technique au phosphate de calcium. Les virions de premiere generation 

1 0 AdTG6624 ct AdTG6229 sont produits dans la lignce 293. Les virus sont isolcs, 
propages et purifies dans les conditions habituelles. 

Les cellules humaines A549 sont mises en culture puis infcctees a 
confluence par les virions precedents en respectant une multipiicitc d'infcction 
d'environ 100. Les quantites d'IL-2 secretees dans les sumageants de culture 

1 5 recuperes 48 h apres 1'infection, sont determines par EL1SA (trousse Quantikine 
hIL-2, R&D System, Minneapolis). Dans un contexte vecteur adenoviral de 
seconde generation (El\ E3* et E4), l'IL-2 est produite en des quantites 1 00 a i 50 
fois plus clevees lorsque les virions portent une cassette d'expression munie d un 
intron (AdTG621 5; que lorsqu'ils en sont depourvus ( AdTG6692i. Ces dernier 

20 synthctisent des niveaux d'IL-2 tres faiblcs qui ne permettcnt pas d'envisager leu: 
utilisation therapeutique. En comparison, le :acteur c'ampiification dans un 
contexte dc virus de premiere generation (El , E3 i est de 2.5. 

EXEMPIE 2 : Construction du vecteur ad enoviral AdTGQ?78 gxpnmanj lg 
-5 gene codant pour le facte ur fX canin 

Dans un premier temps, on reconstitue la cassette recombinante constitute 
du promoteur RSV, de la sequence d'epissage du second intron du gene p-globine 
dc lapin placee en 5' de I'ADNc du FIX canin suivi du polyA du gene p-globine 
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de Iapin. Les sequences d epissage et polyA P-g!obine sont excisees du vecteur 
pBCMGNeo (Karasuyama et al., 1989, supra) par digestion Sall-BamWl et 
donees en aval du promoteur RSV porte par le fragment Satl-BamWl isole du 
vecteur pREP4 (Invitrogen V004-50). Puis on insere en aval des seque i 
5 d'epissage, I'ADNc codant pour le FIX canin dont la sequence est decrite dans 
Evans et al. (1989, Blood 74, 207-212). L'unite de transcription est placee dans un 
vecteur de transfer! qui contient les sequences Ad5 1 a 458 et 3328 a 5778, pour 
dormer pTG9350. Le vecteur adenoviral pTG9378 est obtenu par recombinaison 
homologue enire le fragment Pacl-BgH isole de pTG9350 et le vecteur pTG8595 

10 (Chartier et al., 1996, supra) linearise par Clal. II contient le genome Ad5 
depourvu des regions El (nt 459 a 3327), E3 (nt 28592 a 30470) et E4 (m 32994 
a 34998) et la cassette FIX indiquee ci-dessus inseree en lieu et place de EI. 

Comme precedemment , on construit un temoin designe pTG5666 dont 
1'ossature adenoviral correspond a un vecteur de seconde generation mais dans 

1 5 lequel la cassette FIX est depourvue de sequences d'epissage, par digestion Pst\. 

De meme, on construit deux vecteurs de premiere generation pTG9370 et 
pTG9383 differant respectivement par la presence ou non de 1'intron 2P-globinc 
dans !a cassette FIX. Le premier est obtenu par recombinaison homologue entre 
le fragment Pacl-Bgll isole de pTG9350 et le vecteur pTG4656 delete des regions 

20 El (nt 459 a 3327) et E3 (28592 a 30470), linearise par Clal Le second resuite de 
la recombinaison entre le fragment Pacl-Bgll depourvu d'intron et pTG4656. 

Les particules virales sont generees par transfcction des fragments Pad des 
plasmides precedents dans les lignees 293 (AdTG9370 et AdTG9383) ou LCAl 
(AdTG9378 et AdTG5666). Les virus sont isoles, propages et purines dans les 

25 conditions habituelles. Les cellules cibles A549 sont mises en culture puis, une 
fois a coniluence, infectees par les virions precedents en respectant une 
multiplicity d'infection d'er.viron 100. Les quantites de FIX canins secretees dans 
les surnageants de culture recuperes 48 h apres Tinfection sont dcterminees par 
ELISA ( voir par exemplc Axelrod et al., 1990, Proc. Natl. Acad. ScL USA 87 y 
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5173-5177 ; Roman et al., 1992, Somat. Cell Mol. Genet. 75, 247-258 ; 
Miyanohara et al., 1992, New Biol. 238-246 ; Lozier et al., 1994, JAMA 27/, 
47-51). Un test particulierement approprie utilise a litre d'anticorps de capture, le 
monoclonal FXC008 (Bajaj et al., 1985, J. Biol. Chem. 260 f 1 1574-1 1580) a 

5 raison de 200 ng par puits et a titre d'anticorps de detection, un anticorps dc lapin 
specifique du FIX humain (ST AGO) couple a la peroxydase. La secretion de FIX 
canin dans les cellules A549 infectees par les virus de seconde generation est 20 
fois plus elevee lorsque la cassette comportc des sequences d'epissage 
(AdTG9378) que lorsqu'elle en est depourvue (AdTG5666). Lorsque la 

1 0 transduction met en oeuvre des vecteurs de premiere generation, l'effet benefique 
de Fintron est moins marque (facteur d'amplification d'environ 2,5). 

Le remplacement de I'ADNc du FIX par celui codant pour TIL-2humaine 
donne lieu au vecteur pTG6214. il est F equivalent a TAdTG9378 a la difference 
du gene d'interet. 

15 

F.XFMPLE 3 : Fffet de 1'intron sur la production viraie. 

Environ 10 7 cellules A549-E1 #73 sont mises en culture dans des flasques 
F25 et sont infectees a une MOI de 1 avec les virus AdTG6624 (AEI AE3 ^intron) 

20 ou AdTG6229 (AEl AE3 -intron). L'infection est realisee 30 min a 37°C en milieu 
DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium) additionne de 2 % de serum. Les 
cultures sont recoltees aux temps 24 h, 48 h, 72 h et 96 h et les virions liberes des 
cellules par chocs thermiques. Le titre viral est evalue par immunofluorescence de 
la proteine DBP a l'aide d'un anticorps monoclonal specifique (Reich et al., 1983, 

25 Virology 480-484). Le facteur d'amplification est determine par le rapport 
du nombre d'unites infectieuses (u.i.) finales sur initiates. On observe un facteur 
d'amplification de l'ordre de 1900, 4100 et 3300 a 48, 72 et 96 h post infection 
respectivement avec les deux types de constructions. Lorsque la meme experience 
est conduite dans en flasques de 1 75 (MOl=3 et recolte a 3 jours post-infection). 
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Ie rcndement de production (Lu./ceIIule) est sensiblement plus eleve (d'environ 25 
%) avec les virus AdTG6624 qui component une cassette depression munie 
d'un intron. Dans Ieur ensemble, ces resultats indiquent que la presence de 1' intron 
synthetique de pCI n'a pas d'effet negatif sur ies rendements de production virale. 

5 

FYFMPLE 4 : Fonctionnalite des vecteurs in vitro et in vivo. 

Divers types eel lul aires aussi bien de lignees etabiies d'origines variees 
[humaine, simienne ou murine : A549, Vero et W162 (Weinberg et Ketner. 19S3 t 

1 0 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80, 5384-5386)] que de cellules primaires de souris 
(fibroblastes), canines (myoblastes) et surtout d'origine humaine [tumeurs 
primaires issues d'un cancer de Testomac (passage 5) et d'une metastase 
hepatique d'un cancer de colon (passage 2)] sont transduites de fa?on standard a 
une moi de 50 a 100. Les virus uilises sont les suivants : AdTG6624 (AEl AE3 

1 5 pCMV-intron), AdTG6229 (AEIAE3 pCMV-intron), AdTG6215 (AEIAE3AE4 
pCMV+intron) ou AdTG6692 (AE1AE3AE4 pCMV-intron), AdTG6214 
(AEIAE3AE4 pRSV+intron) et son controle (AEI AE3AE4 pRSV-mtron). Les 
surnageants sont recoltes 24 et 72 h apres Tinfection et les quantiies d'IL-2 
sccretees sont determinees par ELISA commc precedemment. 

20 Les dosages indiquent l'effet benefique de Tintron en terme de production 

d'IL-2, celle ci etant 2 a 3 fois plus elevee dans un contexte vecteur de premiere 
generation et plus de 100 fois dans un contexte AE1AE3AE4. On note que les 
virions AdTG6624 sont les plus productifs en IL-2, montrant Tinteret a associer 
le promoteur CMV, V intron synthetique dans une ossature vecteur de premiere 

25 generation. 

L'activite antitumorale des virions exprimant l'IL-2 est evaluee in vivo dans 
un modele murin de tumeurs. Des souris femelles immunodeficientes B6D2 agees 
de 6 a 8 semaines sont rendues cancereuses par administration de 3xl0 5 cellules 
* tumorales PS 15. Une fois les tumeurs palpablcs (3 a 4 mm de diarr.etre), on 
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inocule 5x10* particules infeciieuses d'AdTG6624 par voie intratumoraie a JO, Jl 
et J2 et on suit la survie des animaux au cours du temps. Le pourcentage de survic 
des animaux traites avcc les virus AdTG6624 atteint 40 % plus de 40 jours post- 
infection. En comparaison, les animaux traites avec un virus controlc contenant 
5 une cassette d'expression de TIL-2 sans intron dirigee par le promoteur MLP 
presentent un taux de survie beaucoup plus faible. 
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L' J7E DE SEQUENCES 



(i) information gene rale : 



(i) ceposant 

(A) MOM 
(E) RUE 

(C) 



Transgene S.A. 
II rue de Mo i she in 
LLE : Strasbourg 

E) PAYS: France 

F) CODE POSTAL: 67082 

G) TELEPHONE: 0 3 68 2 7 91 00 

H ) TELECOPIE: 03 88 27 91 11 



( i i ) TITRE DE L ' INVENTION : I.'cuveaux vecteurs adenoviraux recombinants 
corr.prenant une sequence d'epissage 

ill) NOME RE DE SEQUENCES : 2 

( i v ) FORME LISI3LE PAP. ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 
(3) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEMS D' EXPLOITATION: PC -DOS /MS -DOS 

(D) LCGICIEL: Patentln Release #1.0. Version #1.25 (0E3) 



information pour la seq id no: i : 

(i) CARACTERI5TIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 250 paires de bases 
(3i TYPE: acice nucieique 
(C) NOME RE DE BR INS: s ir.pl e 
[Z) CONFIGURATION : Imeaire 

(u) TYPE DE MOLECULE : ADN (genonuque) 

(iii) HYPOTHETIQUE: HON 

(ill) Aim - SENS : NGN 

(vi > ORIGINS : 

{ C) INDIVIDUAL ISOLE: sequence d'epissage synthetique 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

CTGCA3AAGT TGOTCGTGAG GCACTGGGCA GGTAAGTATC AAGGTTACAA GACAGGTTTA 6 0 

A3GA3ACCAA TAGAAACTGG G CTTGTCG AG ACAGAGAAGA CTCTTGCGTT. TCTGATAGCC 12 0 

ACCTATTGGT CTTACTGACA TCCACTTTGC CTTTCTCTCC ACAGGTGTCC ACTCCCAGTT 180 
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CAATTACACC TCTTAAGGCT AGAGTACTTA ATACGACTCA CTATAGGCTA GCCTCGAGGT 24 0 

CGACCTGCAG 2 50 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 6 52 paires de bases 
(3) TYPE: acide nucleique 
(CI NOMBRE DE BRINS : simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE : NON 
f iii ) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: intron 2 beta globine de lapin 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

GTCGACCGAT CCTGAGAACT TCAGGGTGAG TTTGGGGACC CTTGATTGTT CTTTCTTTTT 60 

CGCTATTGTA AAATTCATGT TATATGGAGG GGGCAAAGTT TTCAGGGTGT TGTTTAGAAT 120 

GGGAAGATG7 CCCTTGTATC ACCATGGACC CTCATGATAA TTTTGTTTCT TTCACTTTCT 180 

ACTCTGTTGA CAACCATTGT CTCCTCTTAT TTTCTTTTCA TTTTCTGTAA CTTTTTCGTT 24 0 

AAACTTTAGC TTGCA7TTGT AACGAATTTT TAAATTCACT T7TGT7TATT TGTCAGATTG 300 

TAAGTACTTT CTCTAATCAC TTTTTTTTCA AGGCAATCAG GGTATATTAT ATTGTACTTC 360 

AGCACAGTTT TAGAGAACAA TTGTTATAAT TAAATGATAA GGTAGAATAT TTCTGCATAT 42 0 

AAATTCTGGC TGGCGTGGAA ATATTCTTAT TGGTAGAAAC AACTACACCC TGGTCATCAT 4 80 

CCTGCCTTTC TCTTTATGGT TACAATGATA TACACTGTTT GAGATGAGGA TAAAATACTC 54 0 

TGAGTCCAAA CCGGGCCCCT CTGCTAACCA TGTTCATGCC TTCTTCTCTT TCCTACAGCT 60 0 

CCTGGGCAAC GTGCTGGTTG TVGTGCTGTC TCATCATTTT GGCAAAGAAT TC 6 52 
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Revendications 

1 . Vccteur adenoviral derivant du genome d'un adenovirus au moins par deletion 
de tout ou partie de la region El, ledit vecteur adenoviral comportant une 

5 cassette d'cxpression d'un gene d'interet place sous lc contrdle des elements 

necessaircs a son expression dans une ceilule hote ou un organisme hole, 
lesdits elements necessaires a i'exprcssion comprennant au moins une 
sequence d'epissage, caracterise en ce que ladite sequence d'epissage derive 
d'un gene nucleaire eucaryote selectionne pan^i les genes ovalbumin^ a ou 
10 P-globine, collagene et facteur VIII de mammiferes ou d'une sequence 

d'epissage synthetiquc. 

2. Vecteur adenoviral scion la revendication I, caracterise en ce que ladite 
sequence d'epissage derive de Tintron 2 du gene P-globine de lapin ou dune 

15 sequence d'epissage comprenant !e site donneur d'epissage de I'intron I du 

gene P-globine humainc ainsi que le point de branchement et le site accepteur 
d'epissage du gene d'une immunoglobine de souris. 



3. Vecteur adenoviral scion la revendication 2, caracterise en ce que ladite 
20 sequence d'epissage comprend une sequence homologue ou identique a tout 

ou panic de la sequence representee a Tidentificateur de sequence IDS 1 ou 



4. Vecteur adenoviral selon la revendication 3, caracterise en ce que ladite 
sequence d'epissage comprend une sequence sensiblemcnt telle que 
representee a ridentificateur de sequence JDS 1 ou 2. 



30 



Vecteur adenoviral selon Tune des revendications 1 a 4, caracterise er» ce que 
ladite sequence d'epissage est inseree dans ladite cassette d'cxpression enrre 
le premier exon et le second exon du gene d'interet. 
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6. Vecteur adenoviral scion Tune des revendicanons 1 a 5, caracterisc cn ce que 
ladite sequence d'epissage comprend a Tune et l'autre de ses extremites une 
sequence exonique et est inseree dans ladite cassette d'expression cn 5' ou 3' 
du gene d'interet, celui-ci etant dc type ADNc. 

5 

7. Vecteur adenoviral selon Tune des revendications I a 6, caractcrise en ce qu'en 
outre Tune ou moins des regions selectionnees parmi E2, E4, LI, L2, L3, L4 
et L5 est non fonctionnelle. 

10 X. Vecteur adenoviral selon Tune des revendications 1 a 7, caractense en ce quil 
est en outre depourvu de tout ou panic de la region E3. 

9. Vecteur adenoviral selon Tune des revendications 1 a 8, selectionnc parmi le 
croupe suivant : 

15 

( 1 ) vecteur adenoviral depourvu de tout ou partie des regions El et E2 
et, de maniere optionnelle, de tout ou partie de la region E3, 

(2) vecteur adenoviral depourvu de tout ou partie des regions E 1 et E4 
et, de maniere optionnelle. de tout ou partie de la region E3, 

20 (3) vecteur adenoviral depourvu de tout ou panic des regions El et E4 

et, de maniere optionnelle, de tout ou partie de la region E3, et 
componant une mutation non fonctionnelle dans la region E2, et 
(4) vecteur adenoviral depourvu de tout ou partie des regions El, E2 

et E4 et, dc maniere optionnelle de tout ou partie de la region E3. 

25 (5) vecteur adenoviral depourvu de tout ou partie de la region El ct, 

de maniere optionnelle dc tout ou partie de la region E3. 



30 



1 0. Vecteur adenoviral selon Tune des revendications 1 a 9, caractense en ce quil 
derive du genome d'un adenovirus d'origine humainc, car.ine. aviaire, bovine, 
murine ovine, porcine ou simienne ou encore d'un hybride comprenant des 
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fragments de genome adenoviral de differentes origines. 

1 1 . Vecieur adenoviral selon la revendicaiion 10, caracterise en ce qu'il derive du 
genome d'un adenovirus humain de type 5. 

5 

1 2. Vecteur adenoviral selon Tune des revendications 1 a 1 1 , caracterise en ce que 
le gene d'interet code pour un ARN antisens, un ribosyme ou un polypeptide 
d'interet thcrapcutique selectionne parmi une cytokine, un reccpteur cellulaire, 
un ligand ? un facteur de coagulation, la proteine CFTR, l'insuline, la 

1 0 dystrophins un facteur de croissance, une enzyme, un inhibiteur d'enzymc, un 

polypeptide a effet anti-tumoral, un inhibiteur d'angiogenese, un polypeptide 
capable d'inhiber une infection bactenenne, parasitaire ou virale et, 
notamment le HIV, un anticorps, une toxine, une immunotoxinc et un 
marqueur. 

15 

13. Vecteur adenoviral selon Tune des revendications 1 a 12, caracterise en ce que 
lesdits elements necessaires a 1'expression dudit gene d'interet dans une cellule 
ou un organismc hote comprenncnt un promotcur, notamment selectionne 
parmi les promoteurs MLP (Major Late Promoter). PGK i Phospho Glycerate 

20 Kinase). RSV (Rous sarcoma Virus), SRa et CMV ('Cytomegalovirus). 

14. Vecteur adenoviral selon Tune des revendications 1 a 1 3, caracterise en ce que 
lesdits elements necessaires a Texpression dudit gene d'interet dans une cellule 
ou un organisme hote comprennent une sequence de polyadenylation, 

25 notamment derivce du virus SV40 ou du gene P-globine de lapin. 

1 5. Particule virale infectieuse comprenant un vecteur adenoviral selon Tune des 
revendications I a 14. 

30 16. Cellule hote eucaryote comprenant un vecteur adenoviral selon Tune de* 
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revendications 1 a 14 ou infectee par une particule virale infectieuse selon la 
revendication 15. 

1 7. Procede de preparation d'une particule virale infectieuse selon la revendication 
5 15, selon lequel : 

(i) on introduit un vecteur adenoviral selon Tune des revendications 
1 a 14 dans une cellule de complementation capable de 
complementer en trans ledit vecteur adenoviral pour obtenir une 

1 o cellule de complementation transfectee ; 

(ii) on cultive ladite cellule de complementation transfectee dans des 
conditions appiopriees pour permettre la production de ladite 
particule virale infectieuse ; ct 



15 



2> 



(iii) on recupere ladite particule virale infectieuse dans la culture 

cellulaire. 

IS. Composition pharmaccutique comprenam a litre d'agent iherapeutique ou 
prophylactique un vecteur adenoviral scion Tune des revendications 1 a 14, 
une particule virale infectieuse selon la revendication 15 ou obtcnue en 
mettant en ocuvre un procede de preparation selon la revendication 17 ou une 
cellule hote eucaryote selon la revendication 16, en association avee un 
support acceptable d'un point de vue pharmaceutique. 

19. Utilisation d'un vecteur adenoviral selon Tune des revendications 1 a 14, d'une 
particule virale infectieuse scion la revendication 15 ou obtenue en mettant en 
oeuvre un procede de preparation selon la revendication 17 ou d'une cellule 
hote eucaryote selon la revendication 16. pour le transfert d'un gene d'mteret 
dans une cellule ou un organisme hole. 
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20. Utilisa : on therapeutiquc ou prophylactique d'un vecteur adenoviral selon Tone 
des revindications I a I4 t d'une particule viraie mfectieuse selon la 
revendication 15 ou obtenue en mettant en oeuvrc un precede de preparation 
selon la revendication 17 ou d'une cellule hote eucaryote selon la 

5 revendication 1 6, pour la preparation d'un medicament destine au traitement 

du corps humain ou animal par therapie genique. 

21. Utilisation d'un vecteur adenoviral selon Tune des revendications 1 a 14, pour 
ameliorer l'expression d'un gene d'interet d'un facteur au moins 20, 

10 avantageusement d'au moins 50 et, de preference d'au moins 100 dans une 

cellule ou un organisme hote. 
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